Umeak zientziara eta DNA-ra hurbiltzen: environmental DNA (eDNA) eta Euskal kostaldeko iktiofauna-aniztasunaren ebaluazioa by Pérez Cebrecos, Maitane
   











Umeak zientziara eta DNA-ra hurbiltzen: 
environmental DNA (eDNA) eta Euskal kostaldeko 


























Oihane Diaz de Cerio 
 






Pérez-Cebrecos, M; Diaz de Cerio, O; Andonegi, G. eta Cancio, I. “Using 
environmental DNA to assess ichthyofauna diversity in the basque coast”. VII 
Congresso Ibérico de Ictiología 2018 (Faro, Portugal). 2018ko Ekaina. Ahozko 
aurkezpena. 
 
Pérez-Cebrecos, M; Diaz de Cerio, O; Andonegi, G. eta Cancio, I. “Haurrak metodo 
zientifikoaren jakitun egiten: arrainen dibertsitatearen ebaluazioa environmental DNA 
(eDNA) bidez”. Euskal Esperientziak Zientzia Zabalkundean 2018 (Donostia, Euskal 
Herria). 2018ko Ekaina. Posterra.  
 
EiTB-ko Teknopolis saioan eskainitako erreportajea: “Zientziakide: ciudadanos que 





Laburpena ............................................................................................................................................ 1 
Abstract ................................................................................................................................................. 1 
1. Sarrera .............................................................................................................................................. 2 
2. Material eta metodoak ..................................................................................................................... 5 
2.1. Aldez aurretiko testak: akuarioko esperimentuak ........................................................................ 5 
2.2. Landa ikerketa ............................................................................................................................. 6 
2.2.1. Ikerketa area......................................................................................................................... 6 
2.2.2. Ur-laginen bilketa eta iragazketa ......................................................................................... 7 
2.3. DNA erauzketa ............................................................................................................................ 8 
2.4. 5S rRNA-ren PCR-a eta gel elektroforesia aurretiko saiakuntzetan ............................................ 8 
2.5. Urumea ibaiko laginen PCR kuantitatiboa eta gel elektroforesia ............................................... 8 
2.6. Anplifikatuaren berrespena: sekuentziazioa eta ingelesezko “cross reaction” azterketa  .......... 10 
2.6.1. Anplifikatuaren sekuentziazioa eta analisi bio-informatikoa .............................................. 10 
2.6.2. Hasleen espezifikotasunaren anplifikazio-froga: “cross reaction” .................................... 10 
3. Emaitzak ......................................................................................................................................... 11 
3.1. Aldez aurretiko testak: akuarioko esperimentuak ...................................................................... 11 
3.2. Urumea arroko azterketa........................................................................................................... 11 
3.2.1. Aingira eta korrokoiaren ehunetatik erauzketa eta eDNA erkaketa .................................... 12 
3.3. Bio-informatikaren bidezko sekuentziazioaren emaitzen azterketa ............................................ 14 
3.4. “Cross reaction” frogaren emaitzak ......................................................................................... 14 
4. Eztabaida ........................................................................................................................................ 15 
5. Ondorioak ....................................................................................................................................... 19 
6. Esker onak ...................................................................................................................................... 20 
7. Bibliografia ..................................................................................................................................... 20 
1. Eranskina ........................................................................................................................................ 26 






Maiz, arrainak harrapatuz egiten da arrain-dibertsitatearen identifikazioa ur-masetan. Orokorrean, 
harrapaketa horiek sare, tranpa edo arrantza-elektrikoa bezalako metodologien bitartez egiten dira. 
Haatik, ingurumen-DNA (ingelesez environmental DNA, eta aurrerantzean eDNA) hurbilketa oparotsua 
suertatu da ur-ekosistematan animalia-dibertsitatea ikertzeko, galzorian dauden espezieak edota espezie 
inbaditzaileak barne. Gainera, eDNA analisiek ur-bolumen gutxi-asko txikiak biltzea eskatzen dute; era 
berean, azken honek ahalbidetzen du trebatu gabeko jendeak burutu ahal izatea laginketak. Esperientzia 
gabeko jende horren adibidea eskolako ikasleak izan daitezke, analizatu nahi deneko ur-baliagaitik 
hurbil bizi daitezkeenak.  
Ikerlan honetan, Urumea ibaia hautatu zen zortzi arrain-espezieen presentzia aztertzeko. Ikuskatutako 
espezieen artean bertako arrainak eta barneratutakoak sailkatzen dira, jarraian zerrendatzen direnak: 
korrokoia (Chelon labrosus), lanproia (Petromyzon marinus), perka amerikarra (Micropterus 
salmoides), amuarrain arrunta (Salmo trutta), aingira (Anguilla anguilla), ezkailua (Phoxinus phoxinus), 
zamo arrunta (Cyprinus carpio) eta zamo txikia (Carassius auratus). Ur-laginak (1L) Astigarragako 
eskola-ikasleek (11 urte) jaso zituzten bai ibai bide nagusian bai bi ibaiadarretan. Laborategian, ura 
iragazi egin zen (3 eta 0,45µm-tako iragazkiak baliatuta), eta DNA TriZol erabilita erauzi zen filtro 
horietatik. eDNA edukia analizatu zen erabilita bai mitokondrioko b zitokromoa-ren genearentzako 
espezie-espezifikoak ziren hasleak bai denbora-errealeko PCR-a (qPCR). qPCR-tik ateratako emaitzak 
sekuentziazio bidez baieztatu ziren. DNA-ren barra-kodearen meta-analisiaren bitartez, honako 
espezieen presentzia detektatu zen: korrokoia, aingira, amuarraina, zamo arrunta eta zamo txikia. 
Espezie horiek hauteman ziren behintzat lagindutako lau estazioetatik batean eta bi filtroetatik ateratako 
laginetatik, hots 3- eta 0,45µm-tako poro-tamainako filtroetatik. Ikerketa hau da Euskal ibaietan 
egindako iktiofaunaren lehenengo ikuskatze molekularra, eDNA metodoan oinarritutakoa. Emaitzek 
agertzen dute herritarrekin elkarlanak izan dezakeen ahalmena bioaniztasuna ikuskatzerako orduan. 
Horrezaz gain, eskola-ikasleen ezaguera emendatzen du dela prozedura zientifikoaren gainean dela 
bioaniztasunaren kontserbazioaren inguruan. Bestalde, eDNA hurbilketa etorkizun handikoa izan 
daitekeela erakutsi da galzorian dauden espezie zein espezie inbaditzaileen presentzia ebaluatzerako 
orduan, nola estuario-ingurune hala ibai-ertzeko-inguruneetan.  
Abstract 
Identifying ichthyofauna diversity in water bodies is often performed capturing fish via nettings, 
trappings and electrofishing methodologies. However, environmental DNA (eDNA) analysis has 
appeared as a promising methodological approach to investigate animal diversity in aquatic ecosystems, 
including endangered and/or invasive species. In addition, eDNA analysis only needs collection of small 
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water volumes, in a process accessible to non-trained citizens including school students living close to 
the water resources that we would like to analyse.  
In this study the Urumea river (Basque Country) was selected to assess the presence of eight native and 
introduced fish species: thicklip grey mullet (C. labrosus), lamprey (P. marinus), largemouth sea bass 
(M. salmoides), brown trout (S. trutta), European eel (A. anguilla), European minnow (P. phoxinus), 
common carp (C. carpio) and gold fish (C. auratus). Water samples (1L) were collected by Astigarraga 
school students (age 11) in the main river course and in two tributary creeks. In the lab, the water was 
filtered (3- and 0.45-µm), and DNA was extracted from the filters with TriZol. eDNA content was 
analysed using species specific primers for real-time PCR amplification of the mitochondrial 
cytochrome b gene. qPCR results were confirmed by sequencing. Metabarcoding approach detected 
presence of mullet, eel, trout, carp and gold fish onto 3- and 0.45-µm pore size filters, at least in one of 
the four sampled sites. This study represents the first eDNA-based ichthyofauna molecular survey in 
Basque rivers. The results illustrate the potential of citizen collaboration in biodiversity monitoring 
while awareness of school students on scientific procedures and biodiversity conservation can be gained. 
Additionally, eDNA approach has been shown as promising to assess presence of endangered and/or 
invasive fish species in estuarine/riparian environments. 
1. Sarrera 
 Teknologia genomikoetan berriki egon diren aurrerapenek, aukera berriak eskaintzen dituzte 
ingurumen-zientzietako aplikazio zabal baterako (adib. Thomsen et al., 2015; Barnes et al., 2016; Doi 
et al., 2017). Abagune horietako bat oinarritzen da organismoek berauen DNAren zantzuak ingurunean 
uzten dituztenaren egitatean. DNA hori nonahikoa da, animaliek ingurunera galdutako azal, mukosa, 
listu, esperma, jariakin, arrautza, gorotz zein gernuko zeluletatik askatzen dela, eta osorik iraun dezake 
ingurunean ordu gutxi batzuk zein ehundaka urte, ingurune motaren arabera (Willerslev et al., 2004). 
Halaber, DNA horri kolektiboki environmental DNA (aurrerantzean, eDNA) edo ingurumen-DNA 
deritzo.  
 eDNA-ren sekuentziazioa lanabes egokia suertatu da jadanik uretako organismo eta organismo 
lurtarren banaketa eta dibertsitatea ikertzeko (e.g. Stat et al., 2017; Doi et al., 2017; Torresdal et al., 
2017), besteak beste espezie urtarren presentzia zehazteko (e.g. Fukumoto et al., 2015; Ikeda et al., 
2016; Baldigo et al., 2017; Carim et al., 2017). 
 Makroorganismoei dagokiela, metodo hau urmael-laginetan aplikatu zuten lehenengoz Ficetola 
eta kolaboratzaileek 2008an. Orduz geroztik, hurbilketa hau ikerketa askotan erabilia izan da ur-
gezetako ekosistemetan, ez bakarrik itu-espezieen (espezie inbaditzaile edo galzorian egon 
daitezkeenak) bioaniztasuna aztertzeko (e.g. Takahara et al., 2013; Bohmann et al., 2014), baita horien 
ugaritasuna ere ezagutzeko (e.g. Takahara et al., 2012; Katano et al., 2017; Stoeckle et al., 2017). Are 
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gehiago, habitat-konektagarritasuna determinatzeko ere metodo eraginkorra dela egiaztatu da 
(Yamanaka et al., 2016).  
Aplikazio arrakastatsuak gorabehera, eDNA bidezko makroorganismoen detekzioa oraindik urria da ur 
arinetan (hots, lotikoetan) (Seymour et al., 2018). Gainera, teknika hau ez da inoiz gauzatu Euskadiko 
ibaietan. 
 Hasteko, garrantzitsua da eDNA erabiliz estimatzea arrain-bioaniztasuna Euskal kostaldeko 
ibaietan, ezarri ahal izateko gaur egun dauden metodoak bezain inbasiboa ez den detekzio-metodo 
fidagarri bat. Izatez, frogatu da eDNA-hurbilketa baino garestiago eta neketsuagoak direla limnologian 
eta arrantza-industriako azterketetan erabiltzen diren eskala handiko ikuskatzeak, arrantza elektrikoa 
barne (Rees et al., 2014; Evans et al., 2017). Areago, metodo tradizionalek interesezko espeziea 
harrapatzea eskatzen dute, animaliaren ongizatea asaldatu dezaketenak. Bestalde, behaketa-detekzio eta 
kontaketetan oinarritutako metodoak ez daude estandarizaturik eta trebezia taxonomiko eta praktikoa 
eskatzen dute; azken hauek, baina, gainbeheran dauden abileziak dira (Wheeler et al., 2004). Honetaz 
gain, ikerketa askok eDNA bidezko espezieen detekzio-probabilitatea altuagoa dela frogatu dute (Jerde 
et al., 2011; Dejean et al., 2012), beste edozein arrazoi ez bada ere, espezie asko zailak direlako 
harrapatzen.  
 eDNA bidezko metodologiak aipatutako oztopo hauek alde batera baztertzen ditu, aski asetuz, 
edo behintzat arinduz, espezieak biomonitorizatzeko dugun beharra. Horretaz gainera, metodo hau 
espezieen aurkikuntza-abiadura bizkortzen ari da; izan ere, ez da behar a priori-ko informaziorik 
identifikatzeko espezie jakin baten presentzia ingurumen zehatz batean (Bohmann et al., 2014). 
 Bestalde, azpimarratu beharrekoa da, ur gezetako ekosistemak Lur planetako habitat 
mehatxatuenetarikoak direla, dela inpaktu antropogenikoaren aldetik dela galzorian dauden espezieen 
aldetik (Darwall et al., 2009; Hambler et al., 2011). 
 Horren harira, ikerketa honetan, bi esperimentu-mota aurrera eraman dira. Batetik, laborategiko 
esperimentu batzuk abiatu dira teknikarekin trebatzeko eta hurbilketaren ahalmena ezagutzeko. Azken 
hauek, itsasoko-urarekin, iturriko urarekin eta Milli-Q bidez iragazitako urarekin burutu dira; bai eta 
tankan itxitako akuario baten urarekin, bertan korrokoi bat 3 egunez mantendu izan ostean. Bestetik, 
landa-esperimentu bat egin da 6 ornodun-espezie espresuki ikuskatzeko asmoz: itsas-lanproia 
(Petromyzon marinus, L.), perka amerikarra (Micropterus salmoides, L.), amuarrain arrunta (Salmo 
trutta, L.), ezkailua (Phoxinus phoxinus, L.), zamo arrunta (Cyprinus carpio, L.) eta zamo txikia 
(Carassius auratus, L.). Modu osagarrian beste bi espezie ikuskatu dira: korrokoia (Chelon labrosus, 
R.) eta aingira (Anguilla anguilla, L.), kontrol positibo modura balio zitezen. 
 Sei espezie horien artean, Urumea ibaiko espezie inbaditzaile arrotzak dira perka amerikarra, 
zamo arrunta eta zamo txikia. Espezie inbaditzaile arrotzen eraginak berealdikoak eta eskuarki 
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itzulezinak izan daitezkeenez gero, sekulako ingurumen-kalte eta kalte ekonomikoak sor ditzakete. 
Espezie arrotz bat ingurumen berri batean sartzen delarik inbaditzailea bihur daiteke, antzekoak baldin 
badira ingurumen berri horren eta espeziea berezkoa den ingurumenaren baldintzak (Rafferty, 2015). 
Horrela, ahalezko-inbaditzailea den organismo bat, espezie natiboak gailendu ditzake eta erabilgarri 
dauden nitxoak aprobetxatu. Bertako ekosisteman, ugaldu eta ugarituko da bere populazioa mugatzen 
duten bere harrapakari naturalak ez badaude. Beraz, espezie inbaditzaile batek, potentzialki, ekosistema 
oso bat desoreka dezake.  
Eragin hauek kontuan hartuta, hiru espezie arrotz hauen jarraipena argiki nahitaezkoa da, kontrolatuak 
eta, beharrezkoa izatekotan, ezabatuak izango badira. 
 Aitzitik, itsas-lanproia mehatxatuta dago ibai zein estuarioetako kutsadura, gehiegizko arrantza, 
errute-eremuen galera eta larben habitat-galera dela eta, bai eta migrazioa oztopatzen duten barrera 
fisikoak direla medio (Mateus et al., 2012; Maitland et al., 2015). Izan ere, Urumea ibaiko arrain 
komunitateari dagokiola, aingira izan ezik, espezie migratzailetaz osaturiko populazioak ia guztiz 
desagertu ziren XX. mendearen erdialdean (Departamento de Medio Ambiente, Planificación 
Territorial, Agricultura y Pesca, 2012). Beste alde batetik, nahiz eta espezie anadromoek munduko 
arrain-faunaren %1-a baino ez izan, gizakiarentzako duten balioak proportzio hau luzez gainditzen du 
(Limburg et al., 2009). Lanproia Euskal Herriko ibaietan bakarrik ikuskatu da Bidasoa ibaian azken 
hamarkadan (Departamento de Medio Ambiente, Planificación Territorial, Agricultura y Pesca, 2012). 
Ondorioz, ikerlan hau baliagarria izango da jakiteko lanproia Urumea ibaira bueltatu ote den ala ez.  
 Egoera antzekoa aurki daiteke amuarrainari so eginda, 19. mendean beheranzko joera bat jasan 
zuenak Euskal Herrian (Ihobe, Sociedad Pública del Departamento de Medio Ambiente, Planificación 
Territorial, Agricultura y Pesca del Gobierno Vasco, 2008). Amuarrainaren egoera kezkagarria da 
ezaugarri hauengatik: espeziearen kutsadura genetikoa, gehiegizko arrantza, birpopulatze-kanpaina 
ezegokiak eta bizi deneko ibaien baldintza ekologiko eta hidrologikoen okerragotzea (Almodóvar et al., 
2000; Almodóvar et al., 1999). 
 Bestalde, ezkailua Euskal Autonomia Erkidegoan zehar arrain espezierik zabalduena da, 
edozein ibai-arro betetzen duela. Hala ere, ez dago argi espezie autoktonoa edo barruratua denentz, batik 
bat honako bi arrazoiak direla-eta: (1) behin baino gehiagotan barruratu izan da amuarrainaren 
harrapakinen kopurua emendatzeko eta (2) aintzinako erregistro gutxi daude bere presentziari buruz 
aritzen direnak (Doadrio, 2001d). Espezie arrotzen sarrerak, eta gizakiak sortutako ibaien kutsadura eta 
eutrofizazioak eragina dute Euskal Autonomia Erkidegoko ezkailu-populazioetan (Ikaur & Ekolur, 
2006). Hori dela eta, interesgarria litzateke espezie honen egoera ezagutzea, Urumean behintzat desager 
ez dadin.   
 Azpimarratu beharrekoa da, ikerketa hau ZientziaKIDE kids proiektuaren parte dela. 
ZientziaKIDE ekimena 2016an abiatu zuen Elhuyar Fundazioak, eta Herritarren Zientzia sustatzea du 
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helburu. Herritarren Zientzia gizarteko kideek egindako zientziatzat definitzen da, maiz gauzatzen dena 
ikertzaile profesional edo ikerketa-erakundeekin elkarlanean edo hauen gidaritzapean (Gura, 2013). 
Horrenbestez, Herritar Zientzialariak dira gizarte zabalaren interes orokorrei begira lan egiten duten 
zientzialariak, gizarteko kideak edo zientzialari amateurrak. Inoiz, zientzia mota hau hezkuntza-
helburuekin lotu da, eta baita zientziaren komunikazio eta zabalpenarekin.  
 Halaber, ikerlan honetan aurrera eramandako ikasleekin elkarlanak, Danimarkan gauzatu den 
proiektu bat hartu du eredutzat. Proiektu hori Danimarkako Historia Naturaleko Museoak abiarazi du, 
“DNA & life” izenarekin (proiektuaren ingelesezko web orrirako esteka: https://goo.gl/2emt85). 
Hezkuntza-programa honetan, institutuko ikasleek, hautatutako espezieen mapa sortzen dute, ura jaso 
eta in situ iragazketa eginez. 
Horrenbestez, ikerlan honen bitartez jakin nahi izan da ea metodo hau baliagarria izan daitekeen Euskal 
Herriko ibaietan ere bioaniztasuna ikertzeko bai eta hori herritarrekin elkarlanaren bitartez egingarria 
den ala ez. Halaber, lan honetako helburu zehatzak hiru dira: 
 Itu-espezieen detekzioa ahalbidetu dezakeen metodo bat frogatzea Euskal kostaldeko ibai 
batean, ikuskatzeen kostuak gutxiagotu litzakeena eta zehaztasuna handitu lezakeena.  
 Urumea ibaiko 8 arrain-espezie jakinen identifikazioa gauzatzea, bertatik jasotako ur-laginetako 
ingurumen-DNA-n oinarrituta.  
 ZientziaKIDE kids proiektuan parte hartuz zientzia jendarteratzea, haur eta gazteek egindako 
zientziaren bitartez, “DNA & life” saiakuntzak antzeratuz. 
2. Material eta metodoak 
2.1. Aldez aurretiko testak: akuarioko esperimentuak 
 Aldez aurretiko saiakuntza bat gauzatu zen bai teknikarekin trebatzeko bai eta eDNA 
hurbilketaren ahalmena ezagutzeko. Test honetan jatorri ezberdineko lau ur-lagin jaso eta iragazi ziren: 
Kantauri itsasoko 1 L ur, iturriko 1L ur, Mili-Q (0,22 µm) 1L ur (kontrol negatibo gisa) eta korrokoi bat 
egondako uraren 1L ur.  
 Azken lagin hori lortzeko, 50L-ko batea batean korrokoi bat mantendu zen 3 egunez, ur-
zirkulazioa itxia zelarik (kontrol positibo). 
 Saiakuntza honetan, ur laginak hiru filtrotatik igaroarazi ziren: lehenengoa, 100 µm-ko 
poroduna (egon daitekeen material partikulatua baztertzeko), bigarrena 3 µm-ko poroduna eta, azkena, 
0,45 µm-ko poroduna. Iragazketarako prozedura eta zehaztasunak 2.2.2. puntuan deskribatuta ageri dira. 
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2.2. Landa ikerketa 
 2.2.1. Ikerketa area 
 Urumea ibaia Nafarroan sortu eta Kantauriar Itsasoan itsasoratzen da Donostian (Gipuzkoa). 
Ibaiadarrei dagokiela, Añarbe eta Landarbaso ibaiak ditu, bai eta Urdiñola, Iturri eta Zumarreztako 
ubideak ere. Zeharkatzen dituen herrien artean Astigarraga dago, Gipuzkoako udalerrietako bat, eta 
honakoak dira bere koordenatuak: 43º 16’ 54’’N/1º 56’ 51’’O (1. irudia). Ikerketa honetako laginketak 
egin ziren, hain zuzen, Astigarraga zeharkatzen duen Urumea ibaiko tartean. Ikerketa-area gisa 
Astigarraga aukeratu zen, bertako Udalak proiektua onartu baitzuen. 
 Itsas-lanproia (Petromyzon marinus), perka amerikarra (Micropterus salmoides), amuarrain 
arrunta (Salmo trutta), ezkailua (Phoxinus phoxinus), zamo arrunta (Cyprinus carpio), zamo txikia 
(Carassius auratus), korrokoia (Chelon labrosus) eta aingira (Anguilla anguilla) 8 arrainen banaketa 
ikuskatu zen 4 laginketa-puntuetan adierazitako ibai-zatian. Lagin-puntuetako bat ibai nagusian ezarri 
zen (1. irudian: D), bigarren bat bigarren mailako ibaiadarretako batean (1. irudian: A) eta beste bat 
errekasto batetatik (1. irudia: B). Laugarren lagin bat jaso zen ibai nagusitik eratzen zen putzu batetatik 
(1. irudia: E).  
1. Irudia: Ikerketa-area den Astigarragaren kokapena Euskal Autonomia Erkidegoan (goiko mapan gorriz) eta bertatik igaro 
den Urumea ibaiko zatia (urdinez adierazita). Puntuen bitartez ageri dira adierazita laginketa-puntuak: A, bigarren mailako 
ibaiadarra; B, errekastoa; E, putzua eta D, ibai adar nagusia. 
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 2.2.2. Ur-laginen bilketa eta iragazketa  
 ZientziaKIDE kids proiektuari jarraiki (goo.gl/Wsjy3m), Astigarrako eskola-ikasleekin batera 
jaso ziren laginak. Gainera, partaide izan den ikasle-taldeari, batetik, eDNA teknikaren inguruko 
azalpenak eman zitzaizkien, egin zuten lanaren balioaren berri emanez eta, bestetik, ikerketaren 
emaitzak lehen eskutik ezagutzeko aukera eskaini zitzaien. Xede horrekin, 2017ko Abenduaren 19an 
Astigarragako Herri Eskolan proiektuko partaideei ikerketaren ondorioak jakinarazteko saio bat antolatu 
zen, bai eta erakusketa bat Astigarrako eskolan bertan eta Udaletxean.  
 2017ko urriak 27an ikasleekin batera jaso ziren laginak, zehazki, ikasle bakoitzak ur litro bat 
bildu zuen ibaitik, eskularru eta mantalak soinean zeramatzatela (2. irudia). Laginak jaso ostean, 
zuzenean laborategira garraiatuak izan ziren eta egun horretan bertan egin zen laginen iragazketa, 
protokolo gehienetan aholkatzen den bezala (Shaw et al. 2016). Hala ere, laginak laborategian -4ºC-tan 











 Akuarioko laginak bezala, ibaitik bildutako ur-laginak ere hiru filtrotatik igaroarazi ziren: 
lehenengoa, 100 µm-ko poroduna, bigarrena 3 µm-ko poroduna eta, azkena, 0,45 µm-ko poroduna. 100 
µm-tako iragazki gisa sare bat erabili zen, aldiz, 3 eta 0,45 µm poroetako iragazkiak 47 mm diametrotako 
zelulosa-nitratozko iragazki-paperak ziren (Isopore™). Lehenengo iragazkia partikula handiak 
baztertzeko erabili zen, eta 3 eta 0,45 µm-ko poroetako iragazkiak eDNA eskuratzeko baliatu ziren. 3 
µm-ko poroetako iragazkiak ibaietako mikroorganismo gehienak harrapatzeko erabilia izan daiteke; 
izan ere, hauek dira ibaietan aurki daitezkeen mikroorganismoen tamainak: zianobakterioak, 3µm 
inguru; protistoak, 10µm< eta, bakterioen artean, ur gezan ugaria den Proteus generoa, 1-3µm-ko 
tamainaduna (Atlas et al., 1998). Helburua zen 3 µm-tako iragazkiaren bitartez mikroorganismo 
gehienak baztertzea, eta horrela, 0,45 µm-ko porotako iragazkiak jalkinez ez betetzea. 
2. Irudia: Umeak ibaiadarreko errekastoan laginak biltzen (B laginketa-puntuan), bakoitzak litro bat jasotzen 
zuelarik. Irudien portafolioa: goo.gl/Wsjy3m    
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 Iragazkiak berdin maneiatu ziren lagin bakoitzerako eta guztiak modu berean iragazi ziren, huts-
xurgagailu bati akoplatutako iragazgailu baten bitartez. Lehenengo, filtro-tresnaren plastikozko inbutua 
kendu zen, erabili eta botatzeko nitrilozko eskularruak baliatuta; horrela, filtroa agerian geratu zela. 
Gerora, laginak zeramatzaten filtroak altzairu herdoilgaitzezko pintzak erabilita bildu ziren barrurantz 
eta 1,5 mL-ko tutuetan sartu ziren. Pintzak alkoholarekin garbitu ziren prozesuaren hasieran eta 
alkoholean bertan mantendu ziren lagin batetik bestera, kutsadura gurutzatua ekiditeko. Gainera, 
iragazketa, iragazkien maneiua eta biltegiratzea su pean burutu ziren, esterilitatea mantentzearen 
helburuarekin. Tutu bakoitza itxi ostean nitrogeno likidoan mantendu ziren eta, gerora, -80ºC-tan gorde 
ziren analisi gehiago egin artean.  
2.3. DNA erauzketa  
 Bai aurretiazko saiakuntzetako ur-laginen DNA bai Urumea ibaiko ur-laginetako DNA erauzi 
zen metodo berdina jarraituta. Alegia, DNA-ren erauzketa TRIzol™ Reagent-eko protokolo manuala 
jarraituta gauzatu zen bi kasuetan (Invitrogen™). Honen aurretik, iragazkiak fisikoki homogeneizatu 
ziren zirkonio-bolatxoak erabiliz 2400 rpm-tan 15 segundoz bi aldiz, eta TRIzol-a “buffer” gisa erabiliz. 
Erauzketaren azken pausu gisa ordea, laginetako DNA kontzentrazioa estimatu zen, bere absorbantzia 
neurtuz, bai eta purutasuna ere (proteinei zein RNA-ri zegozkionak). Bukatzeko, iragazki-disko 
bakoitzetik eluitutako lagin-soluzioak 1.5 mL-ko mikrotutuetan (Eppendorf®) biltegiratu ziren, -80ºC-
tako hozkailuan. 
 DNA erauzketarako laginketa-estazio bakoitzeko 2 iragazki erabili ziren bai 3 µm-tako 
iragazkien kasuan bai eta 0,45 µm-koen kasuan ere. 
2.4. 5S rRNA-ren PCR-a eta gel elektroforesia aurretiko saiakuntzetan 
 Aurretiko saiakuntzetako ur-laginetatik erauzitako DNA anplifikatu zen korrokoiaren 5S rRNA-
ren hasleak erabilita, organismoan ugaria delako. Hasle horiek Rojo-Bartolomé eta kolaboratzaileek 
(2016) erabilitakoak ziren. PCR-ko erreakzio bakoitzak 0,25 µL Taq polimerasa eta hasle bakoitzeko 
0,1 µL zeramatzan (200 pMol kontzentrazioko hasleak), guztira 23 µL-ko master mix-ean; gainera, 
erreakzio bakoitzean DNA soluzioko 2 µL gehitu ziren. Horrenbestez, erreakzio-nahasketa bakoitzaren 
bolumen osoa 25 µL zen. Halaber, PCR-a honako baldintza hauetan aurrera eraman zen: 2 minutu 94ºC-
tan, 18 segundo 94ºC, 58ºC eta 72ºC-tan, hurrenez hurren, 35 anplifikazio-ziklotan zehar, eta bukatzeko 
7 minutu 72ºC-tan. 
2.5. Urumea ibaiko laginen PCR kuantitatiboa eta gel elektroforesia 
 eDNA-ren detekzioa denbora-errealeko PCR kuantitatiboa erabilita burutu zen, qPCR-bidezko 
anplifikazioaren sentikortasunaz baliatzeko (Pilliod et al., 2014). Espezie-espezifikoak ziren hasleak 
diseinatu ziren ikuskatutako 8 espezieentzako, b zitokromo gene mitokondrialaren gainean. Horretarako, 
aukeratutako 8 espezieen b zitokromo geneen sekuentziak CLUSTALW tresnaren bitartez lerrokatu 
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ziren eta hasleak genearen alderik ezberdinean diseinatzen ahalegindu zen (ikusi 1 anexoa). Erabilitako 
hasle sorta 1. taulan laburbilduta ageri da. Bakterioentzat ere 16S rRNA genearen hasle-bikote bi 
diseinatu ziren, kutsadura-kontrol gisa. 
  
 qPCR-ko erreakzio bakoitzak 10 µL SYBR Green eta 200 pMol kontzentrazioko hasle 
bakoitzeko 0,06 µL zeramatzan, guztira, 18 µL-ko master mix-ean; erreakzio bakoitzean, era berean, 
DNA soluzioko 2 µL zeuden. Erreakzio-nahasketa bakoitzaren bolumen totala 20 µL ziren. Denbora 
errealeko PCR-aren baldintzak honakoak ziren: 2 minutu 50ºC-tan, 10 minutu 95ºC-tan, eta 15 eta 60 
segundoko 40 ziklo 95ºC eta 60ºC-tan, hurrenez hurren. Ziklo hauetaz gain, disoziazio-fase bat gehitu 
zitzaion saio bakoitzari. 
 PCR kuantitatiboa bai 3 µm-tako iragazkietako laginen gainean bai 0,45 µm-takoen gainean 
egin zen. qPCR saio bakoitzak espezie bakoitzerako lagin zuri bat zeraman (NTC-a edo non template 
control ingelesez), DNA soluziorik gabekoa, kontrol negatibo gisa balio zitekeena.  
 qPCR-aren produktuak gel elektroforesi bidez berretsi ziren, etidio bromuroarekin tindatutako 
%2-ko agarosa-geletan.  
1. Taula: Espezie-espezifikoak diren qPCR hasleen sekuentziak, DNA mitokondrialaren zati laburrak 
anplifikatzeko diseinatuak hurrengo espezieentzako: korrokoia (bi hasle-bikote desberdin), itsas-lanproia, 




2.6. Anplifikatuaren berrespena: sekuentziazioa eta anplifikazio-gurutzatuaren aukeraren 
bazterketa 
 2.6.1. Anplifikatuaren sekuentziazioa eta analisi bio-informatikoa 
 Bai aingiraren zein korrokoiaren ehunetatik (laborategian gordetako laginetatik) DNA erauzi 
zen eta eDNA-rekin erabilitako hasle berak erabili ziren. Hortik jasotako anplikoia erkatuko zen 
agarosazko gelean migratuta, bi espezieen eDNA-n behatutako bandekin. Modu honetan, eDNA-n 
lortutako anplifikatuaren izaera berretsi ahal izango zen. 
 Lagin hauetako DNA erauzketa TRIzol™ Reagent-eko protokolo manuala jarraituta 
(Invitrogen™) egin zen, iragazkiekin egin bezala. Ostera, anplifikazioa PCR arrunta baliatuta gauzatu 
zen, zuzenean ehun batetatik erauzitako DNA zenez gero, ez baitzen beharrezkoa qPCR-ak heltzen duen 
espezifikotasuna. PCR arrunta 35 ziklorako ezarri zen. Bukatzeko, anplifikatutako laginak %1,5-eko 
agarosazko gelean migratu egin ziren, aurretik deskribatu bezala.  
 Berresteko goian deskribatutako hasle-sortaren espezifikotasuna landa-laginekiko, qPCR-
arentzako positiboak izan ziren qPCR-anplifikatuak ere sekuentziatu egin ziren. Aingira eta 
korrokoiaren kasuan, ehunetatik erauzitako DNA sekuentziatu egin zen. Sekuentziazioa sekuentziazio-
zerbitzu batean gauzatu zen (LASCARAY ikergunea, Gasteiz). 
 Sekuentziazioaren emaitzak jasotzean NCBI datu baseko BLAST tresna bio-informatikoaz 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) baliatuta analizatu ziren. Azkenik, sekuentzia berak 
CLUSTALW programa bio-informatikoaren (http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) bitartez 
analizatu ziren, lerrokatuz espezie bakoitzerako jasotako sekuentzia eta hasleak diseinatzeko erabilitako 
sekuentzia. 
 2.6.2. Hasleen espezifikotasunaren anplifikazio-froga: erreakzio-gurutzatua 
 Bestalde, jakiteko ea emaitzen artean positibo faltsuak zeuden ala ez, kontrol positiboen hasleen 
espezifikotasuna aztertu zen. Hau da, hasiera batean espezie-espezifikoak ziren hasleekin 
anplifikatutako laginak berriz anplifikatu ziren korrokoia eta aingirarentzako diseinatutako hasleak 
erabilita, ikusteko agarosazko gel batean bandarik agertzen zenentz. Berriz anplifikatutako lagin horiek 
hurrengo espeziei zegokien: Chelon labrosus, Anguilla anguilla, Salmo trutta eta Cyprinus carpio; 




3.1. Aldez aurretiko testak: akuarioko esperimentuak 
 Behin iragazki desberdinen DNA erauzita, DNA-soluzio horietako DNA kontzentrazioa, 
proteinekiko purutasun-maila eta RNA-rekiko purutasun-maila neurtu zen. Honen emaitzak 2. taulan 
bildu dira. 
  
 Korrokoiaren 5S rRNA genearentzako hasleek korrokoien presentzia agertu zuten itsas-ura 
lagineko 0,45 µm-ko poro-tamainako iragazkiarekin (3. Irudia). 
3.2. Urumea arroko azterketa 
 Erauzketaren ostean (3 µm eta 0,45 µm-ko porotako 17 eta 20 iragazki, hurrenez hurren) 
neurtutako DNA kontzentrazioen bataz bestea 57,520,14 izan zen, proteinekiko purutasun-mailen 
bataz bestea 2,470,83 eta RNA-rekiko purutasun-mailen bataz bestea 0,600,03 izan zen.  
 qPCR eta gelen emaitzek C. labrosus lau lekutan detektatu zuten, A. anguilla eta S. trutta hiru 
laginketa-puntutan, eta C. carpio eta C. auratus bakoitza leku bakarrean. 4. taulan ageri da informazio 
hori laburbilduta. Amuarrainaren kasuan emaitza positiboa jasotzean, sekuentziatu egin zen eta 
konfirmatu zen anplikoia S. trutta-ren cytb-ri zegokiola. Aingira eta korrokoiaren kasuan, emaitzak 
berretsi ziren erkatuta ehunetatik erauzitako DNA-ren banda eta eDNA-k agertutako banda (4. eta 5. 
irudiak). Azkenik, zamo arruntaren kasuan, qPCR-aren ostean lagin nahikorik ez zegoen 
sekuentziatzeko, eta hortaz, ezin izan zen emaitza baieztatu. Esan beharra dago, bakterioei dagokiela 
kasu guztietan agertu zela emaitza positiboa, laginketa-estazioa edo iragazkiaren poro-tamaina 
gorabehera.  
2. Taula: Jatorri ezberdinetako ur-laginen DNA kontzentrazioa (ng/µL unitateetan), proteinekiko purutasun-
maila eta RNA-rekiko purutasun-mailak; balio guztiak bai 3µm zein 0,45µm-ko poro-tamainadun 














 3.2.1. Aingira eta korrokoiaren ehunetatik erauzketa eta eDNA erkaketa 
 Erkatuta aingira eta korrokoiaren ehunetatik erauzitako DNA laginak (4. irudia) eta ur-
laginetatik erauzitako eDNA (5. irudia), ikusi zen emaitzak espeziearekiko espezifikoak zirela. 
4. Taula: qPCR eta gelen emaitzetan ageritako espezieak, iragazkiaren poro-tamainaren arabera. Espezie bakoitza 
detektatu zeneko estazio bakoitzean X bat ageri da. 
   
3µm-ko poroko iragazkia 
 
0,45µm-ko poroko iragazkia 
 
A E B D A E B D 
Anguilla anguilla X X    X  X 
Chelon labrosus  X X X  X X  X 
Salmo trutta X X      X 
Cyprinus carpio        X 
Carassius auratus    X     
3. Irudia: Iturri desberdinetako ur-laginen anplifikatuen migrazioa %1,5-eko agarosa-gelean. Its.: kontrol-ura;   K: 
korrokoia egondako batearen ura; Itu.: iturriko ura; M-Q: Mili-Q ura eta Z: zuria (DNA gabeko lagina). Izenaren 
alboan 3 zenbakia ageri deneko kasuetan, lagina 3µm-tako iragazkitik jaso zela adierazten du; ordea, 0,45 zenbakia 










4. Irudia: Aingira eta korrokoiaren ehunetatik erauzitako DNA-ren migrazioa, hasle-sorta bakoitzarentzako hiru 
erreplika. Chelon labrosus (II) izenarekin adierazita daude Cl-cytb hasleekin anplifikatutako laginak eta Chelon 
labrosus (I) izenarekin Cl-cytB hasleekin anplifikatutakoak. 
5. Irudia: ur laginetatik erauzitako eDNA-ren migrazioa, %2-ko agarosazko gelean. A) eta B) irudietan aingiraren 
hasleekin anplifikatutako eDNA-ren elektroforesiak. A) irudian 3µm poro-tamainako iragazkian agertutako 
aingiraren DNA ageri da, non A laginketa-estazioan 2 errepliketan DNA banda beha daitekeen (izartxo batekin 
adierazita). B) irudian 0,45µm poro-tamainako iragazkian agertutako aingiraren DNA-elektroforesia dago, E eta 
D laginketa-puntuetako erreplika batean positiboa delarik emaitza (izartxoekin adierazita). C) eta D) irudietan 
korrokoiaren hasle-sortarekin anplifikatutako eDNA elektroforesia, bietan lehenengo lau taldeak (A, E, B eta D) 
Cl-cytb hasle-sortari dagokio eta Cl-cytB hasle-sortari. C) irudian 3µm poro-tamainako iragazkian agertutako 
korrokoiaren DNA elektroforesia dago, non E eta B estazioetan Cl-cytb hasle-sortentzako banda ageri den, eta A 
eta E estazioetan Cl-cytB hasle-sortentzako. D) irudian 0,45µm poro-tamainako iragazkian agertutako 
korrokoiaren DNA-migrazioa dago, non A, E eta B estazioetan Cl-cytb hasle-sortentzako banda ageri den, eta A 
eta D estazioetan Cl-cytB hasle-sortentzako. 
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3.3. Sekuentziazioaren emaitzen azterketa bio-informatikoa 
 Cl-cytB, Cl-cytb, Aa-cytb eta St-cytb hasle-sorten anplifikatuekin egindako BLAST 
lerrokatzeak honako identitate-portzentajea agertzen zuten: Aa-cytb hasle-sortaren anplifikatuak %100-
ko identitatea partekatzen zuen A. anguilla espeziearen b zitokromo genearekin (EU492326.1) Cl-cytB 
hasle-sortaren anplifikatuak %100-eko identitatea partekatzen zuen C. labrosus espeziearen b zitokromo 
genearekin (DQ197935.1); Cl-cytb hasle-sortaren anplifikatuak %99-ko identitate-portzentajea azaltzen 
zuen C. labrosus espeziearen b zitokromo genearekin (KF375111.1); eta St-cytb hasle-sortaren 
anplifikatuak %100-ko identitate-portzentajea partekatzen zuen S. trutta-ren b zitokromo genearekin, 
(KF985673.1). 
 Clustalw tresna bio-informatikoarekin jasotako emaitzen irudiak ikusteko, jo 2. 
eranskinera. Azpimarratu beharrekoa da, Salmo trutta espeziearentzako bakarrik jaso zela hasle 
zuzenarekin burututako sekuentziazioa.  
3.4. Anplifikazio gurutzatua baztertzeko frogaren emaitzak 
 Hasleen espezifikotasunaren egiaztatze-frogaren emaitza aztertuta (6. irudia), esan daiteke ez 
dagoela haslerik dagokion espeziea ez den beste espezie bat anplifikatzen duenik, bat izan ezik. Izan 
ere, korrokoia ikuskatzeko diseinatutako Cl-cytb hasle-parea gai da zamo arrunta (Cyprinus carpio) 
anplifikatzeko.  
6. Irudia: Korrokoi eta aingirarentzako diseinatutako hasleak erabilita, berriz anplifikatutako eta migratutako 
laginak, hots, qPCR-aren osteko agarosazko gelean banda bat agertu zuten laginak. Irudian Cl I – Aa hasiera batean 
korrokoiaren Cl-cytB hasle-parearekin anplifikatutako laginari dagokio, oraingoan aingiraren hasle-parearekin 
anplifikatuta. NTC izena daramaten zutabeak ingelesezko non template control laginei dagozkie, alegia, DNA 




4. Eztabaida  
 Daukaten garrantzi ekologiko eta sozio-ekonomikoagatik ere, sistema lotikoak (hots, azkar 
mugitzen diren ur gezetako ur-masak, ibaiak edo errekak esaterako) bakanka izan dira eDNA ikerketen 
galdegaia. Guk hemen erakusten dugu lehenengo aldiz Euskal Herrian, ibaietan ere eDNA hurbilketaren 
bidez detektatu daitezkeela makro-organismoak, arrainak besteak beste. Gainera, proiektu hau guztia 
erabilia izan da zientzia herritarrei hurbiltzeko, “Citizen Science” deritzon egitasmo baten bitartez. 
 Eskuarki, eDNA-ren garraioaren seinalea neurtzea izan da aipatutako ur lotikoetako eDNA 
azterketa horien ituetako bat, metro zein kilometroko distantzien artean darabilten distantzia ezberdinak 
erregistratu direlarik (Jane et al., 2014; Civade et al., 2016). Horrek zaildu dezake eDNA-ren detekzioa 
ibaietan, bilatzen den espeziea ez bada oso ugaria; beraz, ez da arraroa, estazio guztietan guk 
detektatutako espezie bakarra korrokoia izatea, oso espezie naroa baita Euskal Herriko itsasadarretan 
(Ortiz-Zarragoitia et al., 2014).  
 Burututako azterketan guztira, 24 L ur iragazi ziren. Kantitate total horretatik, iragazitako 10 L 
ibaiaren adar nagusiari zegozkion, A laginketa puntuan (1. irudia). B laginketa-puntuan (1. irudia), 
alegia ibaiadarretik sortzen zen errekastoan, jasotako ur-bolumenetik beste 5 L iragazi ziren. Era berean, 
D estazioari (ibaiadarreko lagina, 1. irudia) zegokion ur-bolumenetik 5 L iragazi ziren. Bukatzeko, 
ibaiadarreko putzutik, hots E laginketa-puntutik (1. irudia), 4 L iragazi ziren. Aipatutako azken estazio 
honetatik 4 L baino ez iragazi izanaren arrazoia da laginketa-puntua tankan-itxiriko ur-masa zela eta, 
beraz, eDNA bertan mantentzeko aukera gehiago zeudela; izatez, ezaugarri hauetako ur-masetan 
estimatutako beharrezko lagin-bolumena 2 L ingurukoa da (Rees et al., 2014). Gehiengo laginketa 
estazioetan, ibai bati zegokien heinean, 5 L jaso ziren hori baita orokorrean erabili den bolumena 
azterketa mota hauetan (Pilliod et al., 2013; Deiner et al., 2015). 
 Zamo arruntari dagokiola, ikerketa honetan lau laginketa-estaziotatik soilik batean detektatu da 
espeziea. Olds eta kolaboratzaileek (2016) aurrera eramandako ikerketan, baina, lagindutako 8 
puntuetatik guztietan detektatu zuten espeziea. Azterketa horretan ere, filtrazio-estrategia erabili zen, 1-
2µm-ko poro-tamainako iragazkiak erabilita. Gure kasuan, iragazkietako bat poro-tamaina txikiagoa 
zuen, hortaz ez da ezberdintasun hori guk eDNA gutxiago jaso izanaren erantzule. Aitzitik, 
ezberdintasun nagusiena da, filtrazio ostean Olds eta taldekideek CTAB (ingelesezko Cetyl Trimethyl 
Ammonium Bromide) konposatua gehitu ziotela laginei. Agian horrek lagundu zuen laginaren babesean, 
baimenduz eDNA kantitate gehiago mantentzea. Gainera, 3 gene ezberdin erabili zituzten 4 qPCR 
azterketa gauzatzeko: b zitokromoa, 12S genearen bi eskualde eta 16s rDNA; horrela, detekzio 





 Zamo txikia ere laginketa-estazio bakarrean detektatu da, Euskal Herrian espezie inbaditzailea 
dena. Beste estazioetan detektatu ez izanaren arrazoia izan daiteke espezie hau, zamo arruntaren antzera, 
lohian ia guztiz lurperatuta igarotzen duela negua, bere aktibitatea asko murrizten duelarik udaberria 
heldu arte (Doadrio et al., 2001a). Hala ere, badaude aurrerago azaltzen diren beste aukera batzuk 
emaitza negatibo hauek argudiatzeko. 
 Bestalde, esan beharra dago, Espainiako ibaietan nahiko ohikoa dela zamo arrunta eta zamo 
txikiaren arteko hibridoa, Kollar karpa (Cyprinus carpio x carassius auratus) (Doadrio et al., 2001b). 
Puntu honetan, desabantaila bat izan daiteke mitokondrioko gene bat erabili izana espezieen 
ikuskatzerako. Izan ere, animalietan mitokondrioko DNA, kasu arraro batzuetan izan ezik (adibidez, 
Zouros et al., 1994), amarengandik heredatzen dira eta inongo birkonbinazio genetikorik gabe (Giles et 
al., 1980), eta horrek ez du baimentzen organismo hibridoen identifikazioa. Horretarako, gene nuklear 
baten erabilera litzateke komenigarria, eta horretarako 5S rRNA genea izan daiteke erabilgarria. Izatez, 
arrainen genoma nuklearrean 5S rRNA genearen kopia anitz daude (Diaz de Cerio et al., 2012), 
ehunkatik milaka kopiatara. Horrek ahalbidetu egiten du bere aurkikuntza uretan, lan honetan 
korrokoiarekin frogatu zen moduan, laborategiko lehen esperimentuan.    
 Azterketa honen helburuetan ikuskatu nahi ziren 8 espezieen artean, hiru ez dira aurkitu: itsas-
lanproia (Petromyzon marinus), perka amerikarra (Micropterus salmoides) eta ezkailua (Phoxinus 
phoxinus). Itsas-lanproia, sarreran azaldu den moduan, zaurgarri kategorian sailkatuta dago UICN-aren 
zerrenda gorrian eta kasik desagertu da Urumea ibaitik. Beraz, ez litzateke arraroa izango gure ikerketak 
agerian utzitako itsas-lanproiaren gabezia errealitatearen isla izatea; izan ere, Eusko Jaurlaritzako 
azterketetan soilik Bidasoan aurkitu izan da azken hamarkadan zehar (Ihobe, Sociedad Pública del 
Departamento de Medio Ambiente, Planificación Territorial, Agricultura y Pesca del Gobierno Vasco, 
2009). Aldiz, ezkailua askoz ugariagoa da, eta nahiz eta bere populazio osoa gainbeheran egon, 
lagindutako Urumearen itsasadarrean behatuak izan ziren laginketa egunean bertan. Perka amerikarraren 
inguruan ez da ikuskatzerik egin eta erregistrorik ere ez dago Urumea ibaian, hortaz ikerketa honek 
agertzen duen bezala posiblea da Urumean ez egotea. 
 Emaitza positiboen falta, negatibo faltsuen erakusgarria izan daiteke. Negatibo faltsuak 
agertzeko lehenengo aukera laginetatik erauzketa egiterako pausuan egon daiteke. Izan ere, materia 
organikoa DNA-ra lotzen da, inhibizioa eragin dezakeena; alegia, oso probablea da ur laginetatik azido 
humikoa eta taninoak ko-erauztea, PCR-an elkarrekiten dutenak DNA-ra batuz (azido humikoa), edo 
DNA-polimerasaren lotzea ekidinez (taninoak) (Opel et al., 2010). Negatibo faltsuak agertzeko beste 
aukera bat da gene-anplifikatuen tamaina. Hau da, eDNA normalean oso degradatua eta zatikatua egoten 
da eta honek esan nahi du oro har oso sekuentzia laburrak (150 base pare baino gutxiago) egongo direla 
eskuragarri laginean (Deagle et al., 2006). Anplifikatutako tamainak luzeegiak badira, gure genearen 
presentzia oharkabean igaroko zaigu (esaterako, Yoccoz et al., 2012). Hori dela eta, eDNA 
 17 
 
ikerkuntzetan erabiltzen diren PCR-hasle-sortak, normalean diseinatzen dira anplifikatu laburrak 
ekoizteko (Dejean et al., 2011), anplifikatu motzek detekzio-sentikortasun altuagoa baitute (Huver et 
al., 2015). Haatik, guk diseinatutako hasle-sortak, orokorrean, aholkatutakoak baino luzeagoak dira (1. 
taula), alegia 300-600bp arteko tamaina dute. Honen arrazoia da Sanger sekuentziazio-metodoa erabili 
nahi zela gerora emaitzak berresterako orduan, eta metodo hau ez dihardu egokiro 100bp baino 
txikiagoko anplifikatuekin. Bestetik, cytb genearen sekuentzia hain kontserbatua egonik, zenbat eta 
sekuentzia luzeagoa anplifikatu, gero eta errazagoa izango da bai sekuentziazioa bera bai eta sekuentzia 
espezie jakin bati esleitzea. Hala ere, gai izan gara korrokoirako 600bp-tako sekuentzia anplifikatzeko 
laborategian egindako froga-esperimentu batean non korrokoi bat 50 L-tako ur-tanke batean mantendu 
zen, eta horrenbestez, eDNA kontzentrazio altua espero genezakeen. 
 Azterketa honetan erabilitako laginketa-estrategia ur-laginen iragazketa izan da. Beste estrategia 
da zentrifugazio bidez uretan egon daitekeen DNA-ren prezipitazioa bultzatzea. Horretan, 15 mL ur, 33 
mL etanolarekin eta azetato sodikoarekin nahasten dira prezipitazioa ahalbidetzeko. Iragazketak ur-
bolumen handiagoak aztertzea baimentzen du, teorian detekzio-probabilitatea emendatzen duena 
(Wilcox et al., 2013). Hala eta guztiz ere, honek ez du esan nahi filtrazioak beti dihardula prezipitazio-
metodoa baino hobeto eta, halaber, filtrazioak denbora gehiago eskatzen du eta garestiagoa da (filtroak, 
punpa, etab.). Ur-bolumen handiagoak iragaztean inhibitzaile gehiago ere kontzentratzen dira laginean. 
Eta, garrantzitsuago dena, eDNA sarritan asko degradatzen da, zati txikietan batez ere (Deagle et al., 
2006). Gerta daiteke zati horiek ez geratzea harrapatuta filtroetan, poro-tamainak oso handiak baitira; 
izatez, Turner eta kolaboratzaileek (2014) aurkitu zuten zamo arruntaren eDNA totala ugarien zela 
0,2µm baino poro-tamaina txikiagoko iragazkiak erabiltzerakoan.  Horrek esan nahiko luke gaur egun 
alor honetan erabiltzen ari diren iragazkiak, guk erabilitakoak barne (0,45µm-3µm), argi galtzen dutela 
eDNA-ren parte bat. Gure emaitzei so eginda, ikus daiteke zamo arruntaren arrastoak soilik 0,45µm-ko 
iragazkiarekin detektatu genituela, eta bakarrik estazio batean. Agian, poro-tamaina txikiagoko 
iragazkiekin errepikatu beharko litzateke saiakuntza, zamo arrunta eta beharbada beste espezieen DNA 
detektatuko bada. 
 Negatibo faltsuen beste eragile garrantzitsua da itu-espezieen DNA biltzerakoan hutsegitea egon 
izana. Hau da, porrot egin daiteke itu-espeziearen DNA biltzerakoan nahiz eta espeziearen DNA benetan 
egon lagindutako lekuan. Akats mota hau ekiditeko, espeziearen jarrera eta habitataren ezagumendu 
ekologikoa funtsezkoa da (Valentini et al., 2008). Modu honetan, ezagutuko genuke ea zein den itu-
espezie(ar)en habitata urtean zehar, noiz d(ir)en aktiboago, etab. Faktore hauek espezie-espezifikoak 
dira gehienbat, eta horrenbestez, iktiologo espezializatuak gako izan daitezke laginketa arrakastatsu bat 
gauzatzeko. Izan ere, hau izan daiteke ezkailua ez detektatu izanaren arrazoi garrantzitsu bat; ezkailua 
apiriletik ekainera erruten du (Doadrio et al., 2001c), eDNA gehien askatuko duelarik bereziki garai 
horretan. Guk, baina, urriaren bukaera aldera lagindu genuen ibaia. Areago, honek azal dezake 
amuarrain arrunta detektatu izana, errun-garaia urriaren hasieratik otsailera duenez gero (García et al., 
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1988; Rustadbakken et al., 2004). Perka amerikarra ez detektatzearen beste arrazoi bat izan daiteke ere 
ez dugula beharrezko momentuan eta lekuan lagindu; perka amerikarra udaberrian erruten du eta, 
gainera, ur-landaredia itxiko lekuetan egon ohi dira. Guk, baina, ur-laginak ibaiaren ur-gainazalean hartu 
genituen. Gauzak horrela, egokiena izango litzateke etorkizuneko saiakuntzetan biologo molekularrak 
eta iktiologoak lankidetzan burutzea ikerketa.  
 Aipatu bezala, ur-laginak ibaiaren gainazalean jaso ziren eta hori ere lotuta egongo da, ziur aski, 
eDNA gutxiago jasotzearen auziarekin. Izatez, arrainen eDNA 8 eta 1800 aldiz ugariagoa da ur-
sedimentu gramo batean ur-mL batean baino (Turner et al., 2015). Honen arrazoia da partikulei 
atxikitutako eDNA jalki egiten dela bai eta sedimentuetan eDNA-k gehiago irauten duela degradatu 
gabe (Thomsen et al., 2015). Gainera, uretan aurkitzen den edozein eDNA, laginketa-momentuko 
espeziearen presentzia islatzen du, eta ez bere presentzia historikoa. Ikerketa askok, baina, aurkitu dute 
uretako DNA nahiko azkar eta maila detektaezinetara degradatzen dela espeziea desagertu eta ordu 
batzuetatik aste pare bat bitartera (Pilliod et al., 2014; Barnes et al., 2014). eDNA-ren iraunkortasuna 
ingurunearen tenperatua, pH eta izpi ultramoreen menpe dago, besteak beste. Horrenbestez, denbora 
mugatua da espezie baten presentzia eta detekzioaren artean; beste hitzetan, uretan espezie baten DNA 
aurkitzekotan, ondoriozta daiteke espeziea bertan egon dela laginketa egin eta denbora erlatiboki gutxi 
aurretik (Dejean et al., 2011).   
 Beste alde batetik, jakina da DNA kalitatea jaitsi daitekeela behin laginak bilduta maneiua ez 
bada guztiz biribila. Ikerketa hau ez dute esku adituek aurrera eraman, eta beraz, akatsei utzitako tokia 
emendatu izana ez litzateke ustekabekoa.  
 Laginen kutsadura, bai landan bai laborategian ardura serioa da. ZientziaKide proiektuari 
jarraiki, laginketa 5. eta 6. mailako umeek burutu zuten, eta nahiz eta mantala eta eskularruak soinean 
zeramatzaten, zaila da inolako kutsadurarik ez gertatu izana. Hortaz gain, laborategian DNA-lan 
tradizionala egiten denean, itu DNA-ren kantitate eta kalitate altu bat eskuztatzen da (adibidez, 
ehunetako laginak). Ordea, eDNA-lanetan arras bakana, eta askotan degradatuta dagoen itu-DNA 
erabiltzen da. Hori dela eta, gomendagarria da gutxienez DNA erauzketaren gela eta PCR-ak gauzatzen 
direneko gelak (non DNA-maila altuagoak sortzen diren) bananduta egotea; ez hori bakarrik, baita 
presio-kontrolatutako geletan jardutea ere aholkatzen da (Herder et al., 2014). Ikerketa honetan ez da 
horrelakorik erabili aukerarik ez zegoelako, nahiz eta erauzketa-gunea eta PCR-gunea behintzat 
laborategiaren baitan aldenduta egon. Baldintza hauetan, kutsadura gurutzatua probablea bihurtzen da. 
 ZientziaKide proiektuari so eginda, badaude baita ikasleekin elkarlana maximizatzeko aukerak. 
Hau da, eredu bezala hartutako “DNA & life” proiektuan (Danimarkako Historia Naturaleko Museoa, 
2015), ikasleak dira prozesu metodologiko osoa aurrera eramaten dutenak, baita laborategian burutu 
beharrekoa ere. Are gehiago, saiakuntza osoa goiz batean zehar burutzen dute. Egia da, Danimarkako 
Historia Naturaleko Museoak ekintza hau planteatzen duela ikasle nagusiagoei begira, institutuko 
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ikasleentzat alegia. Modu horretan, ikasleek ez dute bakarrik landa-ikerkuntzan parte-hartzen, baita 
ezagutzen dute laborategiko-lanaren ideia, laborategiko egunerokotasunaren garrantzia, eta laborategi 
batean lan egitearen esanahia ulertzen dute bai eta sartuta dauden prozesuak ere. Ideia hori garatzeko 
hurrengo saiakuntzetan ikasle nagusiagoekin jardun beharko litzateke eta laborategiko teknika findu ere, 
heziketa-programa ikasleen eskola-orduekin bateragarria izan dadin. Hala ere, adin-esparru desberdin 
hauetan, helburuak desberdinak izan daitezke. Hamaika urteko umeekin beraien etorkizuneko bokazioan 
eragina izan genezakeen, hau da, ume batzuk zientziara bideratzea izan daiteke helburua. Institutuko 
ikasleetan, aldiz, erabaki nagusiak hartuak egon daitezke, eta honelako ekimenak, zientziarekiko jarrera 
positiboa sustatzera bideratuak beharko lukete. Noski, hau berdin-berdin aplikatu behar da hamaika 
urteko umeentzako bideraturiko egitasmoetan, ume guztiek ez baitituzte zientziak aukeratu behar. 
 Haatik, lan handia hartu da positibo faltsuak detektatzeko. Izatez, emaitza positiboak 
sekuentziatu dira posiblea zireneko kasuetan, hots, A. anguilla, C. labrosus eta S. trutta espezieen 
kasuetan, eta berretsi dira BLAST eta CLUSTALW tresna bio-informatikoekin. Horrela frogatu ahal 
izan da detektatutako sekuentzia zegokion espeziearena dela. Cyprinus carpio espeziearen kasuan, 
baina, ezin izan zen konfirmatu benetan espeziea detektatu zenik sekuentziazioak huts egin zuelako. 
Hala ere, baliteke korrokoia detektatu izana, erreakzio gurutzatuko frogan gelean anplikoia agertu zenez 
gero korrokoiaren lagina zamo arruntaren hasle-parearekin anplifikatu zeneko zutabean (6. irudia).   
Egia da positibo faltsuak agertu daitezkeela DNA ingurunean mantentzen bada behin itu espeziea 
ingurunetik alde egin duela edo desagertu bada; baina aurretik esan bezala, ur-laginen kasuan aukera 
hori ia ezinezkoa da. 
 Iradoki izan da kontserbazioarekiko jendartearen ardura emendatu daitekeela gizarte-kapitala 
eraikiz (Schwartz, 2006). Gizarte-kapitalak neurtzen du Herritarren Zientzian parte hartzen duten 
komunitateen konfiantza, harmonia eta lankidetzaren emendioa (Sultana et al., 2008). Azken batean, 
gizartearen balio hauen igoerak komunitate hezituago bat bidera dezake (Cooper et al., 2007). Gainera, 
bultzatuz hiritar partaideak hiri-inguruko naturaren ikuskatzean eta kudeaketa aktiboan, herritarren 
zientzia horrek matrize indartsu bat sor dezake, bioaniztasunean eragin positibo, metagarri eta 
neurgarriak ekar ditzakeena. Izatez, ikerketa honen emaitzek agertzen dute herritarrekin elkarlanak izan 
dezakeen ahalmena zientzian, bai eta ikasleen heziketa eta zientziarekiko interesa handitzeko izan 
dezakeen potentziala ere.  
5. Ondorioak 
 Ikerketa hau eDNA metodoan oinarritutako Euskal Herriko lehenengo ikerlana izan da, hots, 
teknikarekin trebatzeko lehenengo hurbilketa bat. Argi dago teknikari dagokionez badaudela hobetzeko 
alderdiak, baina ZientziaKide KIDS programari dagokiola, esan daiteke ikerlan honetan abiatutako 
elkarlana arrakasta bat izan dela. Hala ere, honakoa lehenengo saiakera izan da eta analisiak ikasleen 
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lan orduetara moldatu beharko lirateke eta metodologiaren aldetik egokitu, prozedura osoaren jabe izan 
daitezen, Danimarkako “DNA & life” proiektuan gertatzen den antzera. 
 Gero eta ikerketa-talde eta erakunde gehiagok jartzen diote arreta eDNA-ri; hortaz, espero 
daiteke gero eta espezie gehiagoren gene mitokondrialetarako hasleak garatuko eta egongo direla 
eskuragarri. eDNA-ren inguruko jakintza azkar eraikiko da bi ikerketa-mota hauen bitartez: eDNA-ren 
iraunkortasunean eragiten duten faktoreen inguruko ikerketak, bai eta ingurune ezberdineko eDNA-ren 
banaketaren ikerketak. Horrek, era berean, lagunduko du laginketa-protokoloen hobekuntzan. Halaber, 
eDNA metodologiak potentzial handia agertzen du espezie arrotz inbaditzaileen aurkikuntzan (adib. 
Jerde et al., 2011; Dejean et al., 2012) eta espezie mehatxatuen ikuskatzean (adib. Thomsen et al., 2011). 
Gainera, gaur egun, espezie adierazleak erabiltzen dira habitataren kalitatea ebaluatzeko, etorkizunean, 
eDNA-ri esker, ingurunean dagoen bioaniztasun osoa kontuan har liteke asmo honetarako. Adibidez, 
iktiofaunaren aniztasunaren indize egokiak garatuta.   
6. Esker onak 
 Gradu Amaierako Lan hau ezin izan litzateke aurrera eraman izan Eusko Jaurlaritzaren, Kutxa 
Fundazioaren eta Astigarragako Udalaren finantzaziorik gabe, Elhuyarrek abiarazitako ZientziaKide 
Proiektuaren bitartez. ZientziaKide Proiektuaren harira, eskertu beharrekoa da umeekin Garazi 
Andonegik eskainitako laguntza. Azkenik, gustatuko litzaidake eskertzea nire zuzendariei, Oihane Diaz 
de Cerio-ri eta Ibon Cancio-ri, ikerlanaren garapenean eta zabalkuntzan lagundu izanagatik. 
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1. Irudia: CLUSTALW programaren bitartez egindako cytB sekuentzien lerrokadura, ikuskatutako 8 itu-
espezieekin. Korrokoiaren kasuan, Cl_cytb hasle-parea horiz markatu da eta Cl_cytB hasle-parea urdinez; Cl_cytB 
hasle-parearen alderantzizko haslea eta Cl_cytb hasle-parearen hasle zuzena amankomunean duten sekuentzia-
zatia grisez adierazi da. Sarbide-zenbaki (accession number) bakoitzari dagokion espeziea: KJ684768.1, 
Petromyzon marinus; AY115999.1, Micropterus salmoides; DQ197935.1, Chelon labrosus; KF985738.1, Salmo 
trutta; EU492326.1, Anguilla anguilla; EU755036.1, Phoxinus phoxinus; AB158806.1, Cyprinus carpio; 




Clustalw programa bio-informatikoarekin jasotako emaitzak. Irudi bakoitzean lerrokatuta ageri dira 
espezie bakoitzerako jasotako sekuentzia eta hasleak diseinatzeko erabilitako sekuentzia; alegia, 1. 
Irudian Anguilla anguilla espeziearen lerrokadura, 2. Irudian Chelon labrosus espeziearenak eta 3. 
Irudian Salmo trutta espeziearenak. Nukleotido bakoitzerako izartxoa (*) da erabiltzen den kontsentsu-





1. Irudia: Anguilla anguilla espeziearen anplifikatuaren sekuentziaziotik jasotako sekuentzien, hasle 
zuzenarentzako (Aa2_F) eta alderantzizko haslearentzako (Aa2_R) eta hasleak diseinatzeko erabilitako 




3. Irudia: Chelon labrosus espeziearen anplifikatuaren sekuentziaziotik jasotako sekuentzien, hasle 
zuzenarentzako (ChI2_F) eta alderantzizko haslearentzako (ChI2_R) eta hasleak diseinatzeko erabilitako 
sekuentziaren (Chsek, DQ197935.1) arteko lerrokadura.  
4. Irudia: Salmo trutta espeziearen anplifikatuaren sekuentziaziotik jasotako sekuentziaren, hasle zuzenarentzako 
(St2_F), eta hasleak diseinatzeko erabilitako sekuentziaren (StSek, KF985738.1) arteko lerrokadura.  
